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摘要 : 为 探究 葛根 品种 间 异 黄酮 类 物质 代谢 关键 酶 基因 PLCHI 分 子 机 制 差异 ， 以 初步 揭示 
其 品种 间 异 黄酮 物质 含量 差异 原因 。 该 研究 分 别 以 野 葛 品 种 和 粉 万 品种 “ 桂 葛 1 号 ”为 材料 ， 
经 乙醇 提取 并 通过 高 效 液 相对 野 葛 和 粉 葛 中 葛根 素 和 总 黄酮 的 含量 进行 测定 ; 基于 已 报道 的 
野 葛 CHI 基因 ， 通 过 同 源 克隆 方法 分 离 粉 葛 中 PICHI 基因 ， 并 在 体外 进行 蛋白 表达 ， 同 时 
在 拟 南 芥 原生 质 体 中 研究 PICH 基因 的 定位 。 结 果 表 明 : CL) 野 葛 中 的 葛根 素 含量 显著 
于 粉 葛 ， 且 野 葛 的 总 黄酮 含量 也 高 于 粉 葛 但 不 达 显 著 水 平 ; 〈2) 成 功 分 离 粉 葛 PICHI 基因 
长 度 为 742 bp HEAS 672 bp 完整 的 ORF 框 ， 编 码 223 个 氨基 酸 ， 与 野 葛 的 CHI 基因 具有 
99% 的 同 源 性 ; (3) CHI 基因 在 粉 葛 中 的 表达 量 为 茎 > 根 > 叶 子 ， 野 葛 中 则 为 根 > 茎 > 叶子 ; 
此 外 除了 叶子 ， 野 葛 中 的 CHT 基因 的 表达 量 均 显著 高 于 粉 葛 ; (40 预测 为 稳定 的 亲 水 性 蛋 
白 且 大 小 为 27.8kD， 二 、 三 级 结构 以 o- 螺 旋 为 主 ， 具 有 25 个 磷酸 化 位 点 ， 与 野 葛 、 大 豆 和 
乌拉 和 尔 甘草 的 亲缘 关系 较 近 ， 和 F3H2、F3H、4CL4、DFR2 及 CHS 发 生 互 作 的 可 能 性 较 大 ; 
(5) 在 体外 成 功 诱 导 并 分 离 到 27.8 kD 的 PECHI 单一 蛋白 ，〈6) 通过 拟 南 芥 原生 质 体 进 
步 揭示 PICHI 主要 定位 在 叶绿体 。 该 研究 为 进一步 解析 粉 葛 和 野 葛 中 的 黄酮 类 物质 含量 
异 的 问题 ， 以 及 PICHI 的 功能 验证 和 异 黄酮 代谢 途径 机 理 研究 莫 定 基础 。 
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Abstract: In order to explore the difference in the molecular mechanism of the variety Puerarial 
between isoflavones metabolic enzyme genes PtCHI, to preliminarily reveal the difference content 
of the isoflavones. The material of this study is Pueraria montana and Pueraria thomsonii. 
Puerarin and total flavonoids of Pueraria montana and Pueraria thomsonii were extracted by 
ethanol, and their content was measured by high-performance liquid phase. Based on the CDS 
sequence of the CHI gene of Pueraria montana, the PtCHI gene from Pueraria thomsonii was 
isolated by homologous cloning, and the protein was expressed in vitro. At the same time, the 
location of the PtCHI gene was studied in Arabidopsis protoplasts. The results were as follows: 
(1)The content of puerarin in Pueraria montana is significantly higher than the Pueraria 
thomsonii, and the content of total flavonoid was also, but not significant. (2)Successfully isolated 
the gene PtCHI from Pueraria thomsonii. The gene was 742 bp in length, contains a complete 
ORF frame of 672 bp, encodes 223 amino acids, and has up to 99% homology with Pueraria 
montana; it was predicted to be a stable hydrophobic protein with a size of 27.8 kD. (3)This study 
found that the expression of CHI gene in Pueraria thomsonii was stem» root» leaves, Pueraria 
thomsonii was root» stem» leaves. The expression of CHI genes from Pueraria thomsonii was 
significantly higher than Pueraria thomsonii besides in leaves; (4) Through the online tool 
prediction analysis, PtCHI was found to be stable hydrophilic protein and the size was 27.8 kD. 
The secondary and tertiary structures were based on a-Helix-based, with 25 phosphorylation sites, 
closely related Pueraria montana, Glycine max and Glycyrrhiza uralensis, and were more likely 
to interact with F3H2, F3H, 4CL4, DFR2 and CHS.(5)At the same time, the protein of PtCHI was 
successfully induced and isolated in vitro, with a single protein of 27.8 kD, respectively. (6) 
Through the Arabidopsis protoplasts revealed that PtCHI was only located in the chloroplasts. 
This study is in further analyzing the difference in flavonoids in Pueraria montana and Pueraria 
thomsonii, as well as laying the foundation for the functional verification of Pueraria thomsonii 


PtCHI and the research on the mechanism of isoflavone metabolism. 


Keywords: Pueraria thomsonii, PtCHI, cloning, prokaryotic expression, subcellular localization 
Ta 5 (Pueraria thomsonii )7J 3 FRE AE BY S J B AS ELD Hs RR RAR, SARE RN BE 
肥厚 的 块 状 葵 ， 在 我 国 广泛 分 布 〈 中 国 植物 志 ，1995) 。 其 主要 活性 成 分 包括 异 黄酮 
类 化 合 物 葛根 素 、 大 豆 苷 元、 染料 木 素 及 异 甘草 素 等 ， 以 及 皂苷 类 物质 皂 角 精 醇 、 槐 二 醇和 
苷 醇 等 〈 楚 纪 明 等 ，2015) 。 另 外 粉 葛 中 还 富 含 维 生 素 C、 蛋 白质、 还 原 糖 、 淀 粉 和 膳 
食 纤维 等 营养 成 分 〈 李 桂花 等 ，2021) 。 粉 葛 作 为 “ 药 食 同 源 ”作物 ， 因 其 淀粉 含量 高 ， 
被 加 工 成 葛根 粉 、 葛 根 暮 片 、 葛 根 糕 、 葛 根 酒 等 系列 商品 ， 同 时 前 人 研究 也 表明 粉 葛 具 有 和 角 
热 、 抗 病毒 、 降 血糖 血脂 血压 、 保 肝 护 肝 、 抗 肿瘤 、 改 善明 功能 等 作用 《〈 尚 小 红 等 ，2021; 
THI, 2021) 。 
查 尔 酮 异 构 酶 (chaleone isomerase, CHI) 是 异 黄酮 代谢 途径 中 的 一 个 关键 酶 ， 其 酶 活 与 
植物 体内 黄酮 的 积累 有 着 重要 作用 ,从 而 对 植物 的 抗 逆 、 花色 等 存在 关联 ( 李 琳 玲 等 , 2008; 
周 发 俊 等 ，2008) 。CHI 是 个 超 基 因 家 族 ， 现 主要 分 为 Type I 28. Type II 类 和 Type III 类 三 
个 类 型 ， 大 部 分 植物 的 CHI 基因 属于 Type I 类 型 ，Type II 型 一 般 只 存在 于 豆 科 植物 且 该 类 
型 是 由 Type I 演化 而 来 ,Ty pe II 类 主要 为 真菌 和 细菌 中 的 类 CHI 蛋白 家 族 ( 张 党 权 等 ,2007; 
WME, 20160 。 目 前 CHI 基因 已 在 多 种 植物 中 成 功 分 离 并 做 功能 验证 。 深 领 女 (2016) 
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在 体外 成 功 分 离 香雪 兰 的 FhCHI1、FhCHI2、FhCHI3、FhCHI4、FhCHIS 蛋白 ， 并 通过 酶 活 

检测 得 出 FhCHI2 和 FhCHIS 具有 活性 ,能 催化 柚 皮 素 查 尔 酮 形成 柚 皮 素 , 而 FhCHI3、FhCHI4 

则 没有 活性 ， 同 时 在 拟 南 芥 中 异 源 表达 FhCHI1 、FhCHI2、FhCHI5， 发 现 能 恢复 CHI 突变 

体 拟 南 芥 的 花色 苷 和 黄酮 醇 代 谢 ,， 并 且 能 使 植株 幼苗 的 生长 点 恢复 为 紫色 , 也 使 种 皮 颜 色 变 

回 棕色 ; 而 FACHI3 . FACHIA 则 不 能 恢复 突变 体 的 表 型 及 花色 苷 、 黄 酮 醇 代 谢 。 郭 晋 雅 (2011) 

将 紫 心 甘薯 DCH 基因 转化 至 拟 南 芥 突变 体 中 ， 结 果 表 明 甘 薯 IBCHI 基因 能 使 突变 体 拟 南 

F t5) 种 皮 颜 色 由 浅黄 色 恢 复 到 野生 型 的 深 粽 褐色 ; 强 光 处 理 下 突变 体 植株 的 叶片 荧光 

参数 Fv/Fm 和 Yield 迅速 降低 ， 而 转 IbCHI 的 植株 和 CK 变化 较 慢 , 表明 DOCHI 能 使 突变 体 

恢复 至 与 CK 一 样 的 抵抗 强 光 的 效果 ; 干旱 处 理 后 突变 体 植 株 鞭 芒 ， 而 转 IDCHT 的 植株 和 

CK 植株 的 枯萎 程度 较 低 。 何 则 铭 〈2011) 研究 表明 ， 在 NaCl (150 mmol-L!) 处 理 下 ， 过 

表达 GmCHI4A 和 GmCHIAB 的 大 豆 发 状 根 耐 盐 性 高 于 对 照 ， 并 且 转 基因 株 系 中 的 GmSODI 

p 和 GmSOS1 表达 量 以 及 发 状 根 中 的 异 黄酮 含量 显著 高 于 对 照 。 通过 对 前 人 的 研究 发 现 ，CHI 

í 基因 在 细胞 中 的 定位 是 多 样 化 的 ， 而 且 同 为 CHI 基因 在 不 同 物种 中 的 定位 存在 差异 。 郭 丹 

(2019) 研究 表明 ， 红 花 CCHI 基因 定位 于 细胞 核 。 李 红 艳 〈2019) 发 现 丹 参 SmCHI 

基因 不 仅 定位 在 烟草 表皮 细胞 的 高 尔 基 体 、 质 腊 和 细胞 核 上 ， 而 且 在 内 质 网 、 过 氧化 物 栈 
体 和 质 体 上 也 检测 到 荧光 。 

本 研究 以 前 期 在 野 葛 和 粉 葛 中 葛根 素 及 总 黄酮 的 含量 存在 显著 差异 为 研究 区 域 , 根据 前 

人 在 其 他 物种 中 发 现 查 尔 酮 异 构 酶 是 黄酮 代谢 途径 中 的 关键 酶 , 在 黄酮 类 化 合 物 合成 中 起 到 


重要 作用 。 依 托 Yoshiya Terai 等 (19904 5 (Pueraria montana) 中 成 功 克 隆 到 一 个 长 756 


bp 的 CHI 基因 , 该 基因 包含 长 675 bp 的 ORF HE, 编码 225 个 氨基 酸 , 蛋白 大 小 23 803 Da. 
本 研究 将 通过 同 源 克隆 的 方法 、 用 IPTG 体外 诱导 和 分 离 蛋 白 ， 同 时 通过 拟 南 芥 原生 质 体 。 
拟 探讨 以 下 问题 : C) CHT 基因 在 粉 葛 和 野 葛 中 是 否 存在 差异 ? COD CHI 基因 在 野 葛 和 粉 
葛 中 的 表达 量 情况 如 何 ? (G) CHI 基因 在 细胞 中 的 定位 在 哪 ? 本 研究 结果 将 为 野 葛 与 粉 葛 
中 葛根 素 含 量 和 总 黄酮 含量 差异 的 探讨 提供 信息 ， 同 时 也 为 进一步 解析 PCH VS CE 
中 调控 黄酮 类 化 合 物 积 累 的 机 制 研究 莫 定 基础 。 
1 材料 与 方法 
1.1 材料 

供 试 材 料 选 用 本 课题 选 育 的 食用 型 粉 葛 (Pueraria thomsonii Benth.) FEE Ej 1 号 ”， 种 
植 于 广西 大 学 农学 院 植物 标本 园 内 。 
1.2 粉 葛 与 野 葛 的 葛根 素 和 总 黄酮 含量 检测 

称 取 葛 根 粉 样品 0.1 g 于 盛 有 50 mL 乙醇 30% ) 的 锥 形 瓶 中 ,保鲜 膜 封 口 并 称 
W 超声 30 min ， 待 室温 冷却 后 再 称 重 ， 用 30% 乙 醇 补 足 失 重 ， 过 滤 后 吸取 S mL 滤液 于 25 


lumi 


EE 后 250 


mL 容量 瓶 且 


水 =30:70， 流 


葛根 总 


EL 


B 


] 30% 乙 醇 定 容 ， 即 为 20 ug mL 的 葛根 素 提取 液 。 流 动 相 为 四 


速 为 1.0 mL-min-!， 检 测 波 长 250 nm. 


酮 的 提取 和 检测 均 参 照 李 增 富 和 吴 荣 锋 (2008) 的 方法 测定 。 


1.3 HB PICHI 基因 的 克隆 和 表达 量 检测 


提取 “ 桂 葛 1 号 ”的 总 RNA, 并 获得 cDNA ,月 
增 ， 纯 化 后 连接 到 pMD-19T AK, 转 入 DH5a 感受 态 细胞 ， 挑 选 菌 
生物 公司 测序 ， 在 DNA MAN 中 完成 序列 比 对 ， 完 成 克隆 。 
因 在野 葛 和 粉 葛 中 做 表达 量 检测 。 
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的 菌 液 送 往 


PtCHI-DLF 和 PtCHI-DLR 对 CHI 基 


1.4 粉 葛 PICHI 基因 的 生物 信息 学 分 析 


利用 在 线 工 具 NCBI 中 的 ORF Finder 找到 基因 
蛋白 的 理化 性 质 ， 利 月 


二 级 、 三 级 结构 预测 和 亚 


STRING 


醇 : 0.1% 栈 酸 


HÆ 1 中 引物 PtCHI-F 和 PtCHI-R 进行 PCR 
液 扩 增 后 有 特异 条 带 
用 表 1 中 引物 


的 开放 阅读 框 ; 使 用 ProtParam 在 线 预 测 


在 线 工具 SOPMA、SWISS-MODEL 及 WoLF PSORT 分 别 进行 蛋白 


软件 ， 以 大 豆 蛋 白 数 据 库 分 析 和 蛋白 之 间 的 互 作 关 系 ; 随后 利 月 


系统 进化 树 。 
1.5 原核 表达 及 western blot 验证 


用 表 1 
性 化 载体 pet-28a 相 


XE 


AA YR PESEXA AY 


Ha B) SR 


(H+L). 


1.6 亚 细 胞 定位 


连 得 至 


Z 


= 


白 ， 根 据 杀 和 


进行 western blot 验证 ， 使 


胞 定位 的 预测 ，NetPhos 3.1 Server 在 线 预 测 磷酸 化 位 点 ;利用 


中 的 引物 PtCHI-YHF. PtCHI-YHR 将 克隆 完成 的 目 


重组 子 pet28a-PtCHI. MH IPTG 诱导 后 ， 


层 析 原理 ， 使 月 


K 1 中 的 引物 PECHI-YXBF 和 PtCHI-YXBR 将 克隆 完成 的 目的 基因 


的 一 


的 基 


抗 为 抗 His He BR A 


的 ORF 框 纯化 后 


软件 (MEGA 7.0) 构 建 


因 的 ORF 框 纯 化 后 与 线 
经 SDS-PAGE 电泳 分 析 
H Protein Ni-NTA Resin 进行 镍 柱 纯 化 。 对 纯 


克隆 抗体 ， 二 抗 为 山羊 搞 


与 线性 化 载体 pSAT6-EYFP-N1 相连 得 到 pSAT6-EYFP-N1-PtCHI 重组 质粒 。 选 取 苗 龄 在 25d 


的 拟 南 芥 幼 嫩 叶 片 ， 通 过 酶 (25% Cellulase R10 和 0.3% Mecerozyme R10) 消化 


的 拟 南 芥 叶 卢 约 3-4h， 经 


与 原生 质 体 和 质粒 总 体积 相等 的 20% PEG4000 进 


4. 


TF 
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培养 结束 即 可 


己 切 成 细 条 


已 龙 膜 过 滤 后 


Um. ERRE E 


ZR 


洗涤 液 洗 涤 从 而 获取 拟 南 芥 原生 质 体 ， 然 后 通过 
行 转化 ,转化 结束 后 转移 至 96 孔 板 中 培养 ， 
微 镜 下 采集 图 像 。 


表 1 表达 载体 构建 的 特异 引物 
Table 1 Specific primers for expression vector construction 
引物 名 称 引物 序列 


Primer name Primer sequence 


PtCHI-F GATCGAAACCCTTAATTTCA 
PtCHI-R ATCACTTTCCCTCAACTCAG 
PtCHI-DLF CAGCAGCAGTAGCAACCATC 
PtCHI-DLR CGAGTGATGACACCGCTTTA 
PtCHI-YHF cagcaaatgggtcgcggatecATGGCGGCAGCAGCAGCA 
PtCHI-YHR gtggtggtggtggtgcteeagGACTATAATGCCGTGGCTCAATAC 
PtCHI-YXBF ggtccggactcagatctegagCATGGCGGCAGCAGCAGCA 
PtCHI-YXBR 


gctcaccatcaggatcccgggGACTATAATGCCGTGGCTCAATAC 
2 结果 与 分 析 
2.1 粉 葛 和 野 葛 的 葛根 素 和 总 黄酮 含量 测定 


由 图 1 可 看 出 ， 野 葛 中 的 葛根 素 含量 显著 高 于 粉 葛 〈 桂 葛 15), AMA H 3.5 倍 左右 ; 


并 且 野 葛 的 总 黄酮 含量 也 高 于 粉 葛 ， 但 差异 不 显著 。 


x 桂 葛 1 号 Guige No. 1 
0.3 A 


Bb F5 Pueraria lobata 
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葛根 素 Puerarin 总 黄酮 Total flavonoid 
有 效 成 分 
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六 表示 在 0.01 水 平 上 显著 差异 。 


** indicates significant difference at 0.01 level. 
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Fig. 1 Content of Puerarin and total flavonoids 
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根据 已 报道 的 野 葛 CHI 基因 序列 设计 引物 ， 以 粉 葛 叶片 cDNA 为 模板 ， 克 隆 到 PICHI 


基因 片段 (图 2) 。 该 cDNA 核 昔 酸 序列 长 742 bp, 


有 一 个 672 bp 完整 的 开放 阅读 框 ， 


启动 子 ATG 位 于 55 bp, 终止 子 TGA 位 于 726 bp, 推导 编码 223 PAER (图 3) 。 A NCBI 


网 站 blast 比 对 ， 所 克隆 的 片段 与 野 葛 的 CHI 基因 编码 的 蛋白 具有 99% 的 同 源 性 。C 下 基因 
表达 量 结果 显示 ，CHI 基因 在 野 葛 中 的 表达 量 为 : 根 > 茎 > 叶 ， 而 粉 葛 中 则 为 茎 > 根 > 叶 ; m 


外 除了 叶片 ， 野 万 中 CH 基因 的 表达 量 均 显著 高 于 粉 韶 “图 4) 。 


M. DL2 000 bp DNA Marker; 1. PtCHI 基因 的 PCR 产物 。 


M. DL2 000 DNA Marker; 1. PCR product of PtCHI gene. 


742 


图 2 葛根 PICHI 基因 的 PCR 扩 增 


Fig. 2 PCR amplification of PtCHI gene from Pueraria 


202205.00005v1 


chinaXiv 


631 


703 


相对 表达 量 


Relative expression 


ChinaXiv 合 作 期 刊 


GATCGAAACCCTTAATTTICATTTIGGGTGTTAATAATAGTAAACAGTGTTTGAGCA 
ATGGCGGCAGCAGCACTAGCAACCATCAGCGCTCTGCAGCTGCAGTTCCTTGAGTTCCCACCGCTGCTTACT 
M A A A AV A TISAVQVEFLEFPAVVT 
TCACCAGCCTCCCGCAGGACCTATTTCCTCGGCGGCGCAGGGCAGACACGCATTGACGATTGAGGGGAAGTTC 
SPA SE ETITEREGREA CERCA EDPE CC EF 
ATAAAGTTCACAGGCATAGGAGTATACCTGGAGGATAAAGCGGTGTCATCACTCGCCGCTAAGTGGAAGGGT 
IfFTGIGVYLEDRAVSSLAAK WEG 
AAGCCTTCCGAGCAGCTGCTTGAGACCCTTGACTTCTACAGGGATATCATTTCAGGGCCGTTTGAAAAGCTA 
EPSEELVETLOFEFY ROTI S © FP FE E &t 
ATTACAGCGGTICCAACATTCTGCCATTGTCTGGGGTGGCAATACTCAAAGAAGGCTGATGGAAAACTGCCTGGCA 
IRCGCSKILPLSCVBYSKKVMENCYA 
CACATGAAGTCTCTTGGGACTTACGGTGATGCTGCAAGCCGCACCCATTGAAAACTTTGCTGAACCCTTCAAG 
HE KSVGTYGDAEAAAIEKFAEAFK 
AATGTGAATTTCCAACCCGGTGCCTCTGTTTTCTACAGGCAATCACCTGATGGACTATTGCGGCTTAGCTTTC 
NV NF QP GC AS VF Y R Q SPDCVLGLSF 
TCTGAACATGCAACAATACCACACAATGAGGCTGCACTGATACAGAACAAGGCTGTGTCACCGCCACTGTTG 
SBDATIPDMEBAAVIBENKAVSAAVL 
CAGACCATGATTGGCGAACACGCTCTTTCCCCTGACTTAAAACGCAGTTTGGCTTCACCATTGCCTGCTGTA 
ETMIGEHAVSPDLEKRSLASRLPAYV 
TTGAGCCACGGCATTATAGTCTGACTTGAGGGAAACTGAT 
L SHGIIV* 


图 3 ME PICHI 基因 的 cDNA 序列 及 推测 的 氨基 酸 序列 


Fig. 3 cDNA sequence and deduced amino acid sequence of PtCHI gene 


10.00 a O +514 Guige No. 1 

时 万 Pueraria lobata 
8.00 
6.00 
4.00 
2.00 
0.00 

根 Root & Stem 叶 Leaf 
不 同 部 位 
Different parts 


不 同 部 位 不 同 小 写字 母 表示 差异 达 显 著 水 平 (P<0.05) 。 


Different lowercase letters in different parts represent significant differences (P<0.05) . 


图 4 CHI 基因 在 不 同 部 位 的 表达 量 
Fig. 4 Expression of CHI genes in different parts 


pii 
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22 E PtCHI 蛋白 生物 信息 学 分 析 
2.2.1 PtCHI 和 蛋白 的 理化 性 质 及 亚 细 胞 定位 预测 


H 


E 
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里 化 性 质 预 测 结果 表明 ，PtCHI 蛋白 由 224 个 氨基 酸 组 成 ， 相 对 分 子 质量 为 27.8 kD, 
论 等 电 点 (PI) 是 5.34, 不 稳定 指数 是 32.25， 属 于 稳定 蛋白 ， 脂 肪 族 指 数 为 95.40。PtCHI 


蛋白 中 带 负电 荷 残 基 占 氨基 酸 总 数 的 12.05%， 而 带 正 电 荷 残 基 为 9.82%， 推 测 该 蛋白 带 负 


电 。 亚 细胞 定位 预测 结果 显示 ， 定 位 在 细胞 质 的 可 能 性 达 64.28%， 其 次 是 叶绿体 14.28%, 


而 定位 于 细胞 核 、 线 粒 体 和 高 尔 基 体 的 几率 是 7.14%。 


2.2.2 PtCHI 二 级 、 三 级 结构 预测 


通过 SOPMA 线 上 工具 对 PCH 蛋白 二 级 结构 进行 分 析 ， 预 测 结果 显示 该 蛋白 二 级 结 


构 的 形式 及 其 所 占 比例 分 别 是 : or 螺旋 占 比 最 高 ， 其 次 是 无 规则 卷曲 和 延伸 链 这 两 种 二 级 结 
构 ， 所 占 比例 分 别 为 48.66%、24.11% 和 17.41%， 而 B- 转 角 占 比 最 低 即 9.82% (ALS) 。 


SWISS-MODEL 预测 PtCHI 蛋白 三 级 结构 ， 发 现 该 蛋白 的 结构 也 是 包括 ur- 螺旋、 延伸 链 、 


B- 转 角 和 无 规则 卷曲 ， 其 中 以 oa- 螺 旋 居 多 ， 与 二 级 结构 预测 结果 相符 (图 6) 。 


158 


a-ti 一 一 延伸 链 — PB- 转角 一 一 一 
Alpha helix Extended strand Beta turn 


图 5 PICHI 蛋白 的 二 级 结构 


Fig. $ Secondary structure prediction of PtCHI protein 


opi 


无 规则 卷曲 一 


Random coil 
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图 6 PtCHI 蛋白 的 三 级 结构 预测 


Fig. 6 PtCHI tertiary structure prediction 


2.2.3 PtCHI 磷酸 化 位 点 预测 


NetPhos 3.1 Server 在 线 预 测 PtCHI 磷酸 化 位 点 ， 结 果 显 示 ， 该 蛋白 主要 存在 25 个 磷酸 


化 位 点 ， 其 中 发 生 磷酸 化 可 能 性 最 大 是 位 于 107 位 的 丝氨酸 和 169 ALES, 得 分 分 别 是 


0.969 和 0.964; 其 次 是 位 于 29 位 和 203 位 的 丝氨酸 ， 得 分 为 0.901 和 0.902; 接着 是 第 26 


位 的 丝氨酸 、44 位 的 苏 氨 酸 、101 位 的 丝氨酸 和 112 位 的 丝氨酸 ,得 分 分 别 为 0.894、0.863、 


0.844, 0.827 (图 7) 。 


Netphos 3.1a: 序列 磷酸 化 位 点 预测 


NetPhos 3.1a: predicted phosphorylation sites in Sequence 


HA Serine 
< Threonine 
l? Tyrosine 

Threshold 


磷酸 化 潜在 的 可 能 性 
Phosphorylation potential 


8 58 100 158 eoo 


序列 位 点 


Sequence position 


图 7 PtCHI 蛋白 磷酸 化 位 点 预测 


Fig. 7 Phosphorylation site prediction of PtCHI protein 
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2.2.4 PtCHI 的 遗传 进化 树 分 析 
通过 MEGA 7.0 软件 ， 构 建 PtCHI 的 氨基 酸 系 统 发 育 进化 树 ， 结 果 表 明 ，11 个 物种 被 


分 为 两 大 类 ， 其 中 桂 葛 1 号 PtCHI MEYA (Pueraria montana) 、 大 豆 (Glycine max) 、 乌 
拉 尔 甘草 ( Glycyrrhiza uralensis) ~ WERE. (Mucuna pruriens) 和 密 花 豆 (Spatholobus 


suberectus) 为 一 组 , Ti 3: X3. (Phaseolus vulgaris) . 26.9. (Vigna radiata) SI. X7 CV. unguiculata) 


为 一 组 ， 鸡 母 珠 (Abrus precatorius) 和 拟 南 芥 (Arabidopsis thaliana) 为 一 组 。 说 明 桂 葛 1 
号 PtCHI 与 野 葛 、 大 豆 和 乌拉 尔 甘草 亲缘 关系 较 近 (图 8) 。 


KEL Glycine max (GmCHI) NP001235219.1 
乌拉 尔 甘 草 Glycyrrhiza uralensis (GuCHI) ABM66533.1 


SERES Pueraria montana (PmCHI) BAA09795.1 
FEE P. thomsonii (PtCHI) 


HEK Mucuna pruriens (MpCHI) RDY14729.1 


密 花 豆 Spatholobus suberectus (SSCHI) TKY50621.1 


上 


X. Phaseolus vulgaris (PvCHI) XP007142690.1 


%4 


ay 
ko 


Xj Vigna radiata (VrCHI) NP001304223.1 


SL V. unguiculata (VuCHI) XP027937539.1 


Kk 


鸡 母 珠 Abrus precatorius (ApCHI) XP027366189.1 


I——À a 拟 南 芥 Arabidopsis thaliana (AtCHI) AAC69363.1 


图 8 PtCHI 氨基 酸 序列 系统 进化 树 
Fig. 8 Phylogenetic analysis of PtCHI amino acid sequence 

2.2.5 PtCHI 蛋白 互 作 关系 预测 

利用 STRING 在 线 工 具 , 并 以 大 豆 蛋 白 库 分 析 大 豆 CHI 的 互 作 关系 , 预测 结果 显示 CHI 
蛋白 与 黄 烷 酮 3- 羟 化 酶 F3H2、F3H〈 属 于 铁 / 抗 坏 血 酸 依赖 的 氧化 还 原 酶 家 族 ， 与 植物 类 黄 
酮 化 合 物 花 青 素 和 原 花 青 素 的 积累 相关 ) 的 互 作 分 数 较 高 ， 均 为 0.994; 其 次 是 CHI 蛋白 与 
对 - 香 豆 酰 CoA 连接 酶 4CL4〈 属 于 ATP 依赖 的 AMP 结合 酶 家 族 ， 与 植物 木质 素 合 成 密切 
相关 ) ， 互 作 分 数 为 0.980; CHI 蛋白 还 与 二 氧 黄酮 醇 还 原 酶 DFR2 〈 与 花色 背 积 累 相关 ) 
互 作 ， 互 作 分 数 为 0.974; 此 外 还 与 SF3”H1〈 属 于 细胞 色素 PASO 家 族 ， 与 花 青 素 积累 相关 ) 
及 查 尔 酮 合成 酶 CHS8《〔〈 属 于 查 尔 酮 /二 葵 乙 烯 合成 酶 家 族 ， 与 植物 查 尔 酮 类 化 合 物 积累 、 花 
色素 形成 及 植物 防御 相关 〉 发 生 互 作 ， 互 作 分 数 分 布 为 0.956、0.952 (图 9) 。 


ju 
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GLYMA16G23880.1 


LOC548087 


GLYMA01G37120.1 


图 9 PtCHI 蛋白 互 作 分 析 


Fig. 9 PtCHI protein interaction analysis 


2.3 原核 表达 分 析 
2.3.1 原核 表达 载体 构建 

由 图 10A WTA, ER 1 特异 引物 下 ,经 PCR 扩 增 后 ,分 别 获得 了 约 669 bp 的 产物 ,与 
目的 基因 大 小 相符 。 将 扩 增 产物 与 线性 化 的 pet28a 载体 进行 重组 反应 ， 并 转化 至 DH5a。 提 
取 质 粒 , 分 别 用 限制 性 内 切 酶 Xho I~ Spe I MEW), 结果 如 图 10: B 所 示 , 分 别 在 大 小 约 5 300 


) 
cd 


n 
| 


f^ 
| à 
Ga VJ V m V A 


》 


bp 和 669 bp 处 各 有 一 明亮 条 带 。 将 测序 正确 的 质粒 转化 至 BL21 感受 态 细胞 ， 经 PCR 再 次 


验证 ， 证明 目的 基因 已 成 功 连接 至 载体 (10: CO 。 说 明 获 得 了 含 pet28a-PtCHI 重组 质粒 的 
- 原核 表达 菌株 。 


A. PICHI 基因 PCR 扩 增 ; 1-5. 扩 增 产物 。B 1: 重组 质粒 pet28a-PtCHI 的 双 酶 切 产物 ;2. pet28a-PrCHI 


质粒 提取 。C. 重组 质粒 pet28a-PICHI 导入 BL21 中 的 PCR 检验 结果 1-3. 扩 增 产物 。 M. DL2 000 Marker. 
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A. PCR amplification of PtCHI 1-5. Amplification products. B 1: Digestion of pet28a-PrCHI, 2. Plsmid 
DNA. C. PCR amplification of recombinant plasmid pet28a-PtCHI 1-3. Amplification products. M. DL2 000 
Marker. 
图 10 原核 表达 载体 pet28a-PrCHI 的 构建 
Fig. 10 Construction of prokaryotic expression vector pet28a-PtCHI 

2.3.2 重组 蛋白 诱导 表达 

将 含有 pet28a-PICHI 重组 质粒 的 菌株 ， 在 0.5 mM IPTG 条 件 下 并 置 于 16 CH 30 CH 
境 中 培养 ， 在 30 kD 处 有 特异 蛋白 条 带 出 现 ， 与 目的 蛋白 大 小 相符 ， 而 无 IPTG 诱导 时 无 此 
特异 性 蛋白 条 带 ， 表 明 pet28a-PICHI 蛋白 在 BL21 表达 菌株 中 被 成 功 诱导 表达 。 其 中 ， 
SDS-PAGE 检测 结果 表明 , 高 温 诱 导 下 上 清 中 存在 较 少 的 可 溶性 蛋白 , 表明 低温 能 够 促进 该 
蛋白 的 可 溶性 表达 (图 11) 。 


A 
kD 
100 
70 
50 
40 
kD 
30 27.8 
kD 
25 «—27.8 


A. 16 C, 100 rpm, 0.5mM IPTG 诱导 下 的 PtCHI; B.30 C, 100 rpm, 0.5 mM IPTG 诱导 下 的 PtCHI; 


M. Protein marker; 1. 未 诱导 的 总 蛋白 ; 2. IPTG 诱导 的 总 蛋白 ，3. IPTG 诱导 的 上 清 ; 4. PTG 诱导 的 沉 


A. Induction conditions are 16 ‘C, 100 rpm, 0.5 mM IPTG of PtCHI; B. Induction conditions for 30 °C, 100 rpm, 
0.5 mM IPTG of PtCHI;M. Protein marker; 1. Total uninduced protein; 2. Total protein induced by IPTG ; 3. 
IPTG-induced supernatant; 4. IPTG-induced precipitation. 


图 11 PtCHI 原核 表达 蛋白 的 SDS-PAGE 电泳 分 析 


Fig. 11 SDS-PAGE electrophoresis analysis of prokaryotic expression of PtCHI 
2.8 重组 蛋白 的 纯化 及 浓度 测定 
因 铝 离子 能 够 与 蛋白 组 氮 酸 中 的 咪唑 环 结合 ， 因 此 利用 镍 离子 金属 歼 合 亲 和 层 析 介 质 
CNi-NTAO 能 够 吸附 含 组 氮 酸 的 蛋白 质 。 通 过 增加 流动 相 的 咪唑 浓度 ， 可 将 和 蛋白 进行 蔡 换 
洗 脱 ， 从 而 达到 分 离 纯化 蛋白 的 目的 。 由 图 12 可 知 ， 采 用 镍 亲 和 层 析 法 能 够 对 PtCHI 重组 
蛋白 进行 有 效 的 分 离 纯 化 。 当 咪唑 浓度 较 低 时 (20-100 mM), ARB EC ER, 浓度 达 120 mM 
以 上 时 目的 蛋白 被 蔡 换 洗 脱 。 当 咪唑 浓度 提高 至 160 mM， 和 蛋白 条 带 较为 单一 ， 表 明 此 时 和 蛋 


cL: vV: 
C hinaY iv 


AW 
uU hInaA IVE 


白 纯 度 较 高 。 将 纯度 高 的 蛋白 进行 buffer 置换 ， 测 得 其 PtCHI 蛋白 浓度 为 6.39 pg-pL. 
kD M 5" 2 3 4 5 6 7 8 
100 — == — 
70— = -— 
50— m 
40 — ~ — 
30— = kD 
— gm 27.8 
25— = 


-~ 


M. Protein marker; 1. 流出 液 ; 2.20 mM PK; 3. 40 mM 咪唑 ; 4. 80 mM PERE; 5. 100 mM PRI; 6. 120 mM 


PRE; 7. 160 mM KRE; 8. 200 mM PRIE. o 


M. Protein marker; 1. Eluate; 2. 20 mM imidazole; 3. 40 mM imidazole; 4. 80 mM imidazole; 5. 100 mM 


imidazole; 6. 120 mM imidazole; 7. 160 mM imidazole; 8. 200 mM imidazole. 


D 


12 PtCHI 重组 蛋白 的 纯化 


Fig. 12 Purification of PtCHI recombinant protein by Ni-affinity chromatography 


2.3.4 纯化 蛋白 的 Western Blot 验证 


由 于 pet28a 载体 质粒 上 带 有 组 氨 酸 标签 ， 可 以 用 His 抗体 对 纯化 蛋白 进行 Western blot 
检测 。 由 图 13 可 知 ， 经 曝光 后 ，PtCHI Æ PVDF 膜 上 约 27.8 kD 处 有 目的 蛋白 条 带 出 现 。 


t£ 不 同 蛋白 上 样 量 均 检 测 到 特异 的 蛋白 条 带 ， 进 一 步 证 实 分 离 纯 化 的 蛋白 为 PtCHI 蛋白。 


o kD M 1 2 3 4 


35 —— we kD 
— «—27.8 

25—— wm 

15 — 


M. Protein marker; 1. 上 样 量 10 ng; 2. 上 样 量 20 ng; 3. 上 样 量 30ng; 4. 上 样 量 50 ng. 


iun 


M. Protein marker; 1. Sample loading 10 ng; 2. Sample loading 20 ng; 3. Sample loading 40 ng ; 4. Sample 


loading 50 ng. 


图 13 PtCHI 重组 蛋白 的 WB 检测 


Fig. 13 Western blot analysis of PtCHI recombinant protein 


| 


2.4 亚 细 胞 定位 
2.4.1 亚 细 胞 定位 表达 载体 构建 


利用 表 1 中 的 特异 引物 PECHI-YXBE/R 进行 PCR 扩 增 ， 经 1% 的 琼脂 糖 凝 胶 电泳 检测 ， 


分 别 在 669 bp 处 有 单一 条 带 ， 与 目的 基因 大 小 相 一 致 〈 图 14A) 。 经 纯化 后 与 线性 化 载体 


pSAT6-EYFP-N1 连接 ， 并 转化 至 DH5a 感 受 态 细胞 中 。 提 取 质 粒 经 限制 性 内 切 酶 Xho I Fil 


Xma I 酶 切 验证 ， 结 果 显 示 ， 分 别 在 约 4600 bp 和 669 bp 处 各 有 一 条 带 ， 大 小 与 线性 化 载体 
及 目的 基因 大 小 相 一 臻 (图 14B) 。 将 其 送 测 ， 把 测序 结果 与 目的 基因 序列 一 致 的 菌 液 进行 
扩大 培养 ， 提 取 其 质粒 用 于 拟 南 芥 瞬 时 表达 。 


A B 
bp 
4600 
bp 
1000 
750 
500 


669 


A. PICHI 基因 PCR 335; B. 重组 质粒 pSAT6-EYFP-N1-PtCHI 的 双 酶 切 产 物 。 


A. PCR amplification of PtCHT, B. Digestion product of pSAT6-EYFP-NI-PtCHI. 


P 


14 构建 亚 细 胞 定位 重组 质粒 


Fig.14 Construction of subcellular localization recombinant plasmid 
2.4.2 亚 细 胞 定位 分 析 


过 PEG-CaCD 法 介 导 pSAT6 -EYFP-N1-PtCHI 重组 质粒 转化 拟 南 芥 原生 质 体 ， 转 化 


[ec 


16h， 通 过 激光 共聚 焦 显 微 镜 观 察 ，P1tCHI 结果 显示 在 叶绿体 周围 检测 到 由 EYFP 通路 发 出 
的 绿色 荧光 (图 15: AO ， 及 叶绿体 自发 的 红色 菊 光 〈 图 153: BO ,表明 PICHI 


叶绿体 。 


因 定 位 于 
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A: YFP 通道 绿色 荧光 ; B: Chloroplast 自发 荧光 ;， C: Merge. 


A. YFP channel green fluorescence; B. Chloroplast autofluorescence; C. Merge. 


图 15 PrCHI 的 亚 细 胞 定位 


Fig. 15 Localiztion of PtCHI 

3 讨论 
3.1 BRASH CHI 基因 表达 与 异 黄酮 类 物质 积累 关系 

异 黄酮 类 物质 作为 葛根 的 主要 活性 成 分 ， 其 含量 高 低 也 是 葛根 药 用 价值 的 评判 标准 之 
一 。 前 人 的 研究 发 现 ， 粉 葛 和 野 葛 的 总 黄酮 含量 差异 悬殊 ， 且 野 葛 的 异 黄酮 类 物质 的 含量 显 
著 高 于 粉 葛 。 王 新 胜 等 (2009) 对 伏 牛 山区 的 野 葛 和 粉 葛 药 材质 量 测评 结果 表明 ， 野 葛 的 水 
浸出 物 和 醇 浸 出 物 含量 均 高 于 粉 葛 ,， 总 黄酮 含量 是 粉 葛 的 3 倍 之 多 ,， 且 野 葛 中 葛根 素 的 平均 
含量 是 粉 葛 的 2.5 倍 。 蒙 秋 艳 等 (2020) 对 广西 不 同 地 区 的 野 葛 和 粉 葛 总 异 黄酮 含量 研究 结 
果 可 知 ，100 g 野 葛 粉末 中 总 异 黄酮 含量 约 为 5.08 g:100 g1， 显 著 高 于 粉 葛 中 的 总 异 黄 酮 含 
量 0.463 g*100 g1， 且 野 葛 中 的 万 根 素 含 量 和 大 豆 苷 含量 也 高 于 粉 万 。 张 静 等 (2017) 研究 
发 现 ， 广 西 野 葛 的 纤维 素 、 可 溶性 糖 、 总 黄酮 和 葛根 素 含量 显著 高 于 粉 葛 
查 尔 酮 异 构 酶 作为 黄酮 生物 合成 途径 中 第 二 大 限 速 酶 , 在 异 黄酮 类 物质 积累 、 色 素 合成 、 
抗 逆 等 具有 重要 作用 〈 李 琳 玲 等 ，2008; 周 发 俊 等 ，2008) 。 前 人 研究 表明 ， 在 乌拉 尔 甘草 
中 过 表达 其 CHI 基因 ， 对 其 毛 状 根 中 总 黄酮 含量 检测 发 现 ， 转 基因 乌拉 尔 甘草 的 毛 状 根 中 
总 黄酮 含量 是 1.394 g-100 g! 显著 高 于 WT 的 0.842 g-100 g1， 同 时 发 现在 2 % PEG8000 和 
0.1 % 醇 母 提取 物 共处 理 下 能 显著 提高 转基因 乌拉 尔 甘 草 毛 状 根 中 的 总 黄酮 含量 (2.838 
g:100 g!) 和 机 体内 CHI 基因 的 转录 水 平 (Zhang et al., 2009) 。 针 对 改善 土 人 参 (Talinum 
paniculatum | (Jacq.) Gaertn.) 中 总 黄酮 含量 低 的 研究 中 发 现 ， 在 土 人 参 中 过 量 表达 大 豆 的 
GmCHI 基因 ， 会 使 得 转基因 土 人 参 中 总 黄酮 含量 (2.74 mgg! Fl 4.24 mgg!) 比 WT 显著 
提高 4.8-7.4 倍 CVU etal., 2018) 。 本 研究 发 现 野 葛 中 的 葛根 素 含量 和 总 黄酮 含量 均 高 于 粉 
葛 , 与 前 人 的 研究 结果 相 一 致 。 同 时 我 们 还 发 现 ，CHI 基因 的 表达 量 在 野 葛 的 根 和 茎 中 均 显 
著 高 于 粉 葛 ， 前 人 在 乌拉 尔 甘草 和 土 人 参 的 研究 中 也 发 现 ， 过 表达 CHI 基因 均 能 提高 植株 
体内 的 总 黄酮 含量 。 推 测 葛根 中 的 CH 基因 与 总 黄酮 及 葛根 素 的 积累 存在 密切 联系 。 该 
究 结果 对 后 续 通过 粉 葛 品 质 改良 ， 提 高 其 药 效 成 分 具有 重要 的 参考 价值 。 
32 FAR CHI 基因 结构 差异 与 异 黄酮 类 物质 积累 关系 

同一 基因 常会 因 结构 存在 差异 从 而 使 其 行使 的 功能 或 者 受到 胁迫 的 表现 也 会 有 所 不 同 
CORRE, 2019) 。 前 人 在 甘 芒 的 研究 中 发 现 ，ScJ4Z 家 族 基因 中 ScJAZ22.. ScJAZ24 和 
ScJAZ30 基因 结构 、 氮 基 酸 数量 和 相对 分 子 量 差 异 较 大 ， 个 基因 在 叶 枯 萎 病 侵 染 抗 叶 村 
鞭 病 品种 ROC22 的 早期 呈现 不 同 的 表达 量 ， 其 中 ScJAZ22 基因 的 表达 量 下 调 ， 而 ScJAZ24 
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和 ScJAZ30 的 表达 量 却 上 调 〈 娄 文 月 等 ，2021) . Dong 等 (2021) 在 白 梨 中 鉴定 到 了 197 个 
bHLH 基因 ， 其 基因 结构 和 编码 的 氨基 酸 数量 以 及 外 显 子 数量 都 存在 差异 ， 当 在 冷 处 理 和 热 
处 理 下 , PbrbHLH7. PbrbHLH8. PbrbHLH128、 PbrbHLH160、 PbrbHLH161 和 PbrbHLH195 
的 表达 量 均 上 调 , 而 其 他 成 员 的 表达 量 则 无 显著 变化 。 上 述 结果 说 明 同 一 家 族 的 基因 ， 当 其 
基因 结构 相互 之 间 存在 差异 时 ， 每 个 基因 所 表现 出 来 的 功能 都 会 有 所 不 同 。 
本 研究 所 克隆 的 粉 葛 PICHI 基因 ORF 框 长 672 bp, 推导 编码 223 个 氨基 酸 , 与 Yoshiya 
Terai 等 (1996) 在 野 葛 中 克隆 的 PmCHI 的 ORF 框 675 bp 相差 3 bp， 编 码 的 氨基 酸 也 相差 1 
个 。 与 野 葛 的 氨基 酸 序列 分 析 发 现 ， 粉 葛 中 第 5 位 的 葵 丙 氨 酸 (Ala) 缺失 ， 但 这 个 位 点 不 
是 磷酸 化 位 点 ， 并 且 该 位 点 也 并 非 保 守 结 构 域 位 点 。 粉 葛 和 野 葛 中 的 CHI 基因 ORF 框 长 度 
和 所 编码 的 氨基 酸 数量 存在 差异 ,并 且 该 基因 在 野 葛 和 粉 葛 中 的 表达 量 存在 显著 差异 ， 该 
究 结果 与 前 人 在 甘蔗 和 和 白 梨 中 的 研究 结果 相似 。 两 者 的 功能 是 否 会 存在 差异 ? 是 否 是 引起 野 
葛 和 粉 葛 的 黄酮 含量 差异 的 原因 ? 还 有 待 进一步 挖掘 。 
í 3.3 粉 划 PCH 亚 细 胞 定位 、 互 作 关系 与 异 黄酮 类 物质 积累 关系 
本 研究 获得 的 粉 葛 PICH 的 氨基 酸 序列 与 野 葛 、 大 豆 、 乌 拉 尔 甘草 的 CHI 亲缘 关系 较 
近 。CHS 和 CHI 发 生 互 作 在 水 稻 、 拟 南 芥 、 江 南 卷 柏 和 小 立 碗 人 玫 等 植物 中 已 有 报道 (Ban et 
al,2018 ) . Fujino 等 (2018) 发 现金 鱼 草 AmCHS 和 AmCHI 定位 于 内 质 网 和 细胞 核 ， 并 
H. CHI 能 与 CHS, FNS IJ、F3H 及 DFR 发 生 和 蛋白 互 作 ， 使 P- 半 乳糖 昔 酶 活性 活性 显著 提高 
st Ban 4 (2018) 研究 表明 ， 啤 酒 花 CHIL2 和 CHS H1 均 定位 于 细胞 质 ， 并 且 能 发 生 互 作 ， 
二 在 酵母 中 CHS. HI/CHIL2 共 表 达 提 高 代谢 产物 黄 腐 酚 含 量 和 榭 皮 素 查 尔 酮 含量 比 单独 表达 


时 提高 1.4 倍 和 1.5 倍 。Waki 等 (2016 ) 发 现 大 豆 GmIFS 与 GmCHS1、GmCHS7、GmCHIIA、 


GmCHIIB2 和 GmCHI2 发 生 互 作 ， 其 中 GmIFS 与 GmCHI 的 互 作 强 于 GmCHS; 在 同等 条 


件 下 ，GmIFS 与 GmCHI 共 表 达 时 的 B- 半 乳糖 芽 酶 活性 活性 也 高 于 GmCHS。Dastmalchi 等 


(2016) RILKE. GmIFSI/GmIFS2 与 GmCHR14、GmCHI2、 GmCHS7、GmCHS3 均 在 细 


胞 质 发 生 互 作 , 其 中 GmIFS2 和 GmCHR14 互 作 时 发 出 的 荧光 最 强 , 与 GmCHS7/GmCHS8 
的 互 作 最 弱 。 本 研究 结果 表明 葛根 PICHI 仅 定 位 于 细胞 质 的 叶绿体 上 ， 与 前 人 研究 结果 不 
一 致 ， 可 能 是 由 于 研究 物种 的 不 同 从 而 导致 定位 的 结果 存在 差异 ;上 且 本 研究 预测 粉 葛 CHI 
45 CHS, F3H 和 DFR2 互 作 ， 预 测 结果 与 前 人 在 其 他 作物 上 的 研究 结果 大 体 一 致 ， 这 些 互 
作 和 蛋白 都 与 花 青 素 、 花 色素 、 木 质 素 积 累 密 切 相关 ， 但 未 检测 到 该 基因 与 PtIFS FEHER 
系 。 是 否 是 基因 之 间 存 在 CH 底 物 的 竞争 ， 导 致 PHFS 与 CHI 互 作 极 低 ， 进 而 导致 粉 葛 异 
黄酮 生物 合成 低 ? 有 待 下 一 步 深 入 研究 。 
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